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(54) Verfahren und Kit zur Klonierung von Fragmenten 

(57) Gegenstand der Erfindung sind drei Cosmid- 
vektoren. welche zur Kionierung von Fragmenten mit 
einer GrGBe zwischen 7 und 36 kb geeignet sind. Diese 
Vektoren besitzen ein E.coli ColEI Replikon, ein Ampi- 
cillinresistenzgen, eine multiple Klonierungskassette, 
Cos-Sites zur in vitro Verpackung mit Hilfe von Lambda 
Packaging Extkakten sowie Fragmente aus dem 
Genom des Bakterlophagen Lambda. Die Lambda 
Sequenzen wurden so ausgewShit, daR keine lytischen 
Prozesse. keine Vektorinstabilttfiten (Deletionen) und 
keine unenwunschten Rekomblnationsereignisse zwi- 
schen Lambda DNA und zu dem zu klonierendem Frag- 
ment auftreten. Abhangig von der Lange des in den 
jeweiligen Vektor inserierten Lambda Fragments kOn- 
nen heterologe Fragmente unterschledlicher LSnge klo- 
niert werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren una etnen Kit zur Klonierung von DNA Fragmenten, beispietsweise PGR 
Amplifikationsprodukten, die aufgrund ihrer Grof3e nicht mit Hilfe von Plasmiden klonierbar sind. die aber gleichzeitig 
zu klein sind, um in Cosmiden kloniert werden zu konnen. Zu diesem Zweck wurden modif izierte Cosmid-Vektoren kon- 
struiert, weiche zur Klonierung von DNA Amplifikationsprodukten und DNA-Fragmenten mit einer entsprechenden 
Grbf3e geeignet sind. 

[0002] Nach dem Stand der Technik sind verschiedene Methoden zur Klonierung von heterologer DNA bekannt. Die 
einfachste Methode ist die Verwendung von Plasmidvektoren, weiche einen geeigneten Replikationsursprung, ein Anti- 
biotikaresistenzgen als Selektionsmarker sowie mindestens eine geeignete RestriktionsschnittsteKe enthalten. Werden 
heterologe DNA Fragmente. deren GroBe 10 kb ubersteigt, jedoch in herkdmmliche Plasmide wie pUC Oder anderen 
pBR-Derivaten inseriert, so fuhrt dies erfahrungsgemaB dazu, daB solche Konstrukte seibst in rekombinationsdefizien- 
ten Wirtszellen nicht ohne Deletionen klonierbar sind. Der Nachteil dieser Methode besteht alsodarin, da3 nur DNA 
Fragmente mit einer begrenzten Gr63e von maximal etwa 10 kb effizient kloniert werden kpnnen. 
[0003] Die Klonierung groBerer Fragmente erfolgt nach dem Stard der Technik mit Hilfe von Vektoren, basierend auf 
dem Vermehrungszyklus des Bakteriophagen Lambda. Dabei wird zunSchst die in linearer Form existierende Lambda 
DNA prSpariert. Dann wird mithilfe eines geeigneten Restriktionsenzymverdaus ein internes Fragment, der sogenannte 
Staffer, entfernt. Die zu kioniernde DNA wird durch einen Ligationsschritt anstelle des Staffers zwischen die Vektorarme 
inseriert (z.B. Lambda-gtIO; Lambda-gtl 1 ). AnschlieBend wird die auf diese Weise behandelte DNA mit einem vorher 
praparterten Extrakt von Phagenparttketn inkubiert. 

[0004] Durch diese sogenannte in vitro packaging Reaktion entstehen infektiOse Phagenpartikel, mit denen geeig- 
nete Wirtsbakterien infiziert werden konnen. Auf diese Weise lassen sich Fragmente bis ca 20 kb Wonieren (Winnacker, 
E.-L.. In: From Genes to Clones, VCH Weinheim (1987) Winnacker, E.-L (ed), pp 154-167); Rimm, D.L. et al. (1980), 
Gene 12, 301-309). 

[0005] Der Nachteil der Methode besteht darin. daB die auf diese Weise klonierte DNA stets im Genom des Lambda- 
Phagen inseriert bleibt. Das Lambda-Genom seibst enthSIt Gene, die fur lytische Funktionen kodieren und somit zu 
einer Lyse der Bakterienzellen fuhren, so daB aufgrund einer entsprechenden Infektion stets sogenannte Plaques aus- 
gebildet werden. Im Vergleich zur Vermehrung und Praparation von Plasmiden ist eine Vermehrung bzw. Preparation 
von Lambda DNA deshaib wesentlich zeit- und kosten-intensiver. Aus diesem Grunde werden Lambda-Vektoren in der 
Praxis auschlteBlich zur Aniage von Genbanken, aber nicht zur Klonierung spezieller DNA Fragmente verwendet. 
[0006] Bekannt sird weiterhin sogenannte Cosmid-Vektoren, mit denen besonders groBe DNA Fragmente kloniert 
werden kCnnen. Dabei handelt es sich um Plasmide, weiche zusatzlich eine sogenannte Cos Region besitzen. Diese 
Cos Region entstammt den terminalen Sequenzen des Genoms des Bakteriophagen Lambda und besitzt eine essen- 
tielle Funktion bei dessen Vermehrungszyklus: Bei der Replikation der Phagen DNA kommt es zur Bildung von Konka- 
tameren. Dabei handelt es sich um Multimere des Phagengenoms, die in TarxJemanordnung vortiegen. WShrend der 
Verpackungsreaktion werden die Konkatamere an den Cos-Regionen durch das A-Protein des Lambda Phagen 
gespalten. Dadurch entstehen dann einzelne lineare Phagengenome mit cohasiven Enden. die anschlieBend in Pha- 
genpartikel verpackt werden. 

[0007] Die zu klonierenden DNA Fragmente werden zusammen mit den Imearisierten Cosmid-Vektoren unter Bedin- 
gungen ligiert, bei denen in vitro multimere Konkatamere entstehen. Aus diesen Konkatameren entstehen dann durch 
tnkubation mit einem Packaging Extrakt monomere Molekule, weiche jeweils das zu Wonterende Fragment zwischen 2 
Cos Regionen enthalten und foiglich in die Phagenpartikel des Extraktres verpackt werden. AnschlieBend wird eine 
Infektion (auch als Transduktion bezeichnet) in geeignete Wirtsbakterien durchgefuhrt. Im Wirt werden schlieBlich 
durch die kohesiven Enden (entstanden durch die beschriebene Spaltung der Cos Regionen durch das Protein A) der 
terminalen Cos Sequenzen zirkulSre Cosmide gebildet, die das zur klonierende Fragment enthalten und aufgrund ihrer 
Plasmideigenschaften auf einfache Art und Weise vermehrt und prapariert werden konnen. 

[0008] Gangige Cosmide haben eine Gr6Be zwischen 4 und 6 kb, da fur Genbanken moglichst groBe Fragmente klo- 
niert werden mussen (Maniatis et. al. Molecular Cloning, A Laboratoy Manual, Cold Spring Harbour, Laboratory Press. 
Cold Spring Harbour. NY. 1 982. S. 45). Die GrdBe der zu klonierenden Fragmente richtet sich nach der GrOBe des ver- 
wendeten Cosmids: mithilfe des Lambda Packaging Systems werden DNA-Molekule mit einer Lange zwischen 38 kb 
und 52 kb verpackt. Demzufolge k6nnen Fragmente mit einer GroBe zwischen 38 kb und 52 kb abzuglich der GroBe 
des verwendeten Cosmids mit hoher Effizienz kloniert werden. Wenn das Cosmid wie z.B pHC79 (Hohn and Collins 
(1980), Gene 11, S. 291-298) eine GroBe von 6,5 kb hat, kGnnen daher Fragmente von 31 ,5-45.5 kb kloniert werden. 
[0009] Der Nachteil der Cosmide besteht also darin, daB nur DNA Fragmente mit einer bestimmten GroBe inseriert 
werden konnen. Demnach existiert gemaB dem Stand der Technik keine Methode, weiche auf einfache Art und Weise 
die Klonierung von Fragmenten ermoglicht, die einerseits zu klein fur eine Verpackung von Cosmidvektoren sind, ande- 
rerseits aber fur eine Klonierung mit Hilfe von Plasmiden (ohne Cos Regionen zur in vitro Verpackung) zu groB sind. 
[0010] Fragmente dieser GroBenklasse entstehen durch PCR-Amplifkationsreaktionen, beispielsweise mit dem 



2 



>: <EP O019e23A2J_> 



EP 0 919 623 A2 



Expand'"" Long Template PGR System (Boehringer Mannheim Katalog Nr. 1681834). Dieser Kit enthalt Reagezien fur 
ein PGR Verfahren, mit dem genomische Fragments bis zu einer LSnge von ca. 30 kb amplifiziert werden konnen. Eine 
direkte Klonierung entsprechender Amplifkationsprodukte war mit den aus dem Stand der Technik bekannten Plasmid- 
bzw, Cosmidvektoren bis zum Zeitpunkt der Erfindung jedoch nicht moglich. Wurde man beispielsweise versuchen, ein 
27 kb PGR Produkt in ein 6,5 kb gro3es Cosmid zu klonieren, so wurde ein 33,5 kb grof3es Molekul entstehen; dies 
ware jedoch fur eine Lambda-Verpackung zu klein. 

[001 1] Gegenstand der Erfindung sind daher Cosmidvektoren, die mindestens 1 5 kb, aber hochstens 35 kb groB sind. 
Vorzugsweise besitzen die erfindungsgema3en Cosmidvektoren GroBen zwischen 15 kb und 32.6 kb. Solche Vektoren 
sind zur Klonierung von DNA Fragmenten mit einer GroBe zwischen 5 kb und 40 kb geetgnet. insbesondere sind solche 
Vektoren zur effizienten Klonierung von DNA Fragmenten init einer GrOBe zwischen 5 kb und 37 kb geeignet. 
[0012] Die Vektoren enthalten notwendigerweise Cos Sequenzen des Bakteriophagen Lambda, einen prokaryonti- 
schen Replikationsursprung, vorzugsweise ein C0IEI Replikon und ein Gen zur Selektion in antibiotikahaltigem NShr- 
medium. vorzugsweise ein Ampicillinresistenzgen. ZusStzlich konnen diese Vektoren eine Klonierungskasssette 
enthalten. Diese Kassette enthalt eine Oder mehrere Schnittstellen fur beliebige Restrikitionsenzyme, sowie fakultativ 
flankierende Sequenzen. die als Bindestellen fur universelle Sequenzierungsprimer dienen kdnnen. Zusatzlich konnen 
diese flankierenden Sequenzen Bakteriophagenpromotoren. wie SP6-, T7- oder T3-Promotoren enthalten, die zur in 
vitro Transkription des zu klonierenden Fragmentes dienen. Gegenstand der Erfindung ist daher insbesondere ein Cos- 
mid der genannten GroBenordnung, von dem ein Teil identisch mit der vollstandigen Sequenz von pHC 79 ist. 
[001 3] Erf indungsgemaB werden die zur Konstruktion eines Cosmids mit einer GrOBe zwischen 1 5 kb und 35 kb ver- 
wendeten Sequenzen nicht beliebig ausgewShlt. Werden normalerweise heterologe DNA Fragmente in Plasmide die- 
ser Gr6Benordnung inseriert. so fuhrt dies haufig zu Deletionsereignissen und/oder Rekombinationsereignissen 
zwischen der Vektor-DNA - insbesondere zwischen der im Plasmid/Cosmid einklonierten Abstandshalter DNA - und 
dem zu inserierenden Fragment. sodaB eine Klonierung unmOglich oder sehr ineffizient wird. 

[0014] Eine Ausfuhrungsform fur die Klonierung von DNA Fragmenten eukaryontischen Ursprungs sind Cosmide mit 
Abstandshaltern, deren Sequenz nicht eukaryontischen Ursprungs ist. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der neuarti- 
gen Vektoren sind solche Cosmide, die auBer den Cos Sequenzen als Abstandshalter ein zusStzliches DNA Fragment 
aus dem Genom des Bakteriophagen Lambda enthalten. Dies kann beispielsweise fur Strukturproteine des Bakterio- 
phagen kodieren. Da diese Cosmide erfindungsgemSB auch zur Klonierung von PGR-Fragmenten geeignet sind, wie 
sie mithilfe des Expand^" Long Template PGR Systems erzeugt werden konnen, werden diese Cosmide im Folgenden 
als Expand-Vektoren bezeichnet. 

[0015] Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform sind Cosmidvektoren, bei denen zusatzlich enthaltene DNA 
Fragment entweder aus dem 8.5 kb groBen BamHI/Bcil-Fragment ( Expand- Vektor IH), dem 16.8 kb groBem BamHI- 
Fragment (Expand-Vektorll) oder dem 25,9 kb groBen Bbrl/BspLUI I Fragment (Expand- Vektor I) des Bakteriophagen 
Lambda cl857Sam7besteht (Weigle, J.et al. (1966); Proc. Nat. Acad. Sci.. U.S.A. 55, 1462-1466). Uberraschender- 
weise fuhrt die PrSsenz derartiger Lambda Sequenzen im Cosmid nicht zu Interaktionen mit dem Packaging System 
wahrend des in vitro Packaging. Lytische Lambda-Funktionen sind dabei ebenfalls komplett ausgeschaltet. 
[0016] Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind Escherichia coli Wirtszellen, die einen der beschriebenen Vektoren 
enthalten und somit zu dessen Replikation geeignet sind. 

[0017] Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der beschriebenen Cosmidvektoren zur Klonierung von 
DNA Fragmenten mit einer GroBe zwischen 5 kb und 40 kb, vorzugsweise von Fragmenten mit einer GroBe zwischen 
7 kb und 36 kb und insbesondere mit einer GroBe zwischen 16.5 kb und 25 kb. Beispielsweise handelt es sich bei zu 
klonierenden Fragmenten dieser GroBenWassen um PGR Amplif ikationsprodukte. Diese kOnnen vorzugsweise mit dem 
Expand'^ PGR System (Boehringer Mannheim, Katalog No 1681834; 681842; 1759060; 1811002) hergestellt werden. 
Der zu klonierende GroBenberetch an DNA Fragmenten hangt dabei direkt von der GrGBe des erfindungsgemaBen 
Cosmids ab. Die folgende Tabetle 1 enthalt eine Ubersicht der Klonierungskapazitat von drei erfindungsgemaB konstru- 
ierten Vektoren. Die drei E.coli Stamme BMTU 7337 (DSM 1 1839), BMTU 7338 (DSM 1 1840) und BMTU 7339 (DSM 
11841), welche die Expand Vektoren I, II, und IM enthalten. sind bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zeilkulturen GmbH (DSM), Marschroder Weg lb, 38124 Braunschweig, hinterlegt worden. 



Tabelle 1 



Expand Vektor Daten 




GroBe 


Abstandshalter 


Klonierungskapazitat 


Vektor 1 


32,6 kb 


25.9 kb 


7.0 - 16.5 kb 


Vektor II 


23,5 kb 


16.8 kb 


16.5 - 25,0 kb 
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'^abelie 1 (fortgesetzt) 



Expand Vektor Daten 




GroBe 


Abstandshalter 


Klonierungskapazitat 


Vektor III 


15.2 kb 


8,5 kb 


25,0 - 36.0 kb 



[0018] Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Klonierung von DNA Fragmenten in Cosmidvektoren 
mit den bereits offenbarten Merkmalen. bei denen Fragmente mit einer GrbBe zwischen 5 kb und 40 kb, vorzugsweise 
mit einer GrdfBe zwischen 7 kb und 36 kb und insbesondere mit einer Grdf3e zwischen 16.5 kb und 25 kb kloniert wer- 
den. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es dabei um PGR Amplifikationsprodukte wie sie mit dem Expand^" 
PGR System (Boehringer Mannheim) hergestellt werden konnen. 

[0019] Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Konservierung einer Escherichia colt Suspension in 
einer 5-20 mM MgS04-L6sung, vorzugsweise einer Suspension des Stammes DHSalpha, bei dem die Suspension von 
einer Temperatur, die niedriger als 3Q°G. aber hbher als 4°G ist, uber einen Zeitraum von mehr ais 30 Minuten auf -70''C 
abgekuhit v^ird. Vorzugsweise wird die Suspension von Raumtemperatur uber einen Zeitraum von mehr als 30 Minuten 
auf -70°C abgekuhit. Auf diese Weise behandelte Bakterien kbnnen ohne weitere Vorbehandlung als Wirtsorganismen 
zur Replikation von in vitro verpackter Cosmid-DNA verwendet werden. 

[0020] Gegenstand der Erfindung ist aufSerdem ein Kit zur Klonierung heterologer DNA . welcher mindestens einen 
der beschriebenen Cosmid-Vektoren enthalt. Dabei kann der Vektor in linearisierter und dephosphorylierter Form vor- 
liegen. Zusatzlich kann der Kit ein oder mehrere Enzyme wie DNA Ligase. Polynukleotid-Kinase, Oder T4 DNA Poly- 
merase enthalten. Als weitere fakultative Komponenten kann der Kit einen Lambda in vitro DNA Packaging Extrakt und 
eine Suspension von E. coli DHSalpha in 5-20 mM MgS04-Losung enthalten. 

Konstruktion der Expand Vektoren I. M und III: 

Expand Vektor I 

[0021 ] Das Cosmid pHC 79 wurde mit Bam HI linearisiert. Die hierbei entstehenden 5' uberhangenden Enden wurden 
mit T4 DNA Polymerase aufgefullt. Zur VergrORerung des Gosmidvektors wurde ein DNA Abschnitt aus dem Genom 
des Bakteriophagen Lambda cl 857 Sam7 als Abstandshalter-Fragment in das linearisierte, blunt end Cosmid kloniert. 
Die Lambda DNA wurde hierzu mit den Restriktionsenzymen Bbr I und Bsp LU1 1 I gespalten. Das hierbei entstandene 
25903 bp groBe Fragment wurde durch Agarose Gelelektrophorese von den ubrigen Fragmenten abgetrennt und aus 
dem Gel isoliert. Die durch obige Spaltung erzeugten uberh^ngenden Enden wurden mit T4 DNA Polymerase aufge- 
fullt. Das so erhaltene Lambda DNA-Fragment (Abstandshalter) wurde in die aufgefullte BamHI-Schnittstelle des oben 
beschriebenen Cosmids ligiert. Nach Transformation in den Bakterienstamm E. coli XL I blue wurde die Cosmid DNA 
isoliert und mit Sma I linearisiert. In dieses Cosmid wurde eine Klonierungskassette (Abbildung 1 . SEQ. ID. NO. 1) mit 
einer Lange von 129 Basenpaaren (durch Ligation aus 4 synthetischen Oligonukleotiden erhalten) ligiert. Diese enthSIt 
Restriktionsenzym-Schnittstellen fur die Rare-Cutter-Restriktionsenzyme NotI, Swal, Sfil und Spel, Sequenzierprimer- 
Sequenzen sowie Sp6/T7 Promotoren (Abbildung 2). 

Die Smal Schnittstelle (Position 1) in der Mitte der Klonierungskassette ist singular auf den Expand Vektoren vorhan- 
den, da die zur Klonierung der Kassette in das Ausgangsplasmid verwendeten Sma l-Schnlttstelten nicht regeneriert 
werden. Daher werden die zu Wonierenden Fragmente in diese Smal Schnittstelle inseriert. 

[0022] Durch diese Konstruktion besitzt der Expand-Vektor I eine GrOBe von 32,5 Kb, einen Lambda Abstandshalter 
von 25,9 Kb und eine Klonierungskapazit&t (fur das Lambda Packaging System) von 7,0 - 16,5 Kb. Dies ergibt in der 
Summe 39.5-49 kb und entspricht dem GroBenbereich, welcher im Lambda Packaging System verpackbar ist (Abbil- 
dung 2). 

Expand Vektoren II und 111 

[0023] Die Konstruktion der Expand Vektoren II und III erfolgte im Prinzip analog zu Expand Vektor I. Im Falle von 
Expand Vektor II wurde jedoch ein 16841 bp groBes BamHI Fragment aus Lambda isoliert und direkt in die Bam Hl- 
Schnittstelle des Cosmids pHC 79 inseriert. Im Falle von Expand Vektor III wurde DNA des Bakeriophagen Lambda 
Lambda cl 857 Sam7 mit Bam Hl/Bcl I gespatten. Anschlief3end wurde, ein 8526 bp grofBes Fragment isoliert und direkt 
in die Bam Hl-Schnittstelle des Cosmids pHC 79 inseriert. Die Insertion der Klonierungskassette in die Expand Vekto- 
ren II und ill wurde exakt wie bei der Konstruktion von Expand Vektor I durchgefuhrt (Abbildungen 3, 4). Durch die 
Insertion der Lambda Abstandshalter in pHG 79 sind Cosmid-Vektoren mit einer GrGBe von 23,5 kb und 15,2 kb ent- 
standen. Diese besitzen eine Klonierungskapazitat von 16,5 kb - 25 kb, bzw. 25-36 kb und kCnnen mithilfe eines 
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Abbildung 2 
Abbildung 3 
16 Abbildung 4 



Lambda Packaging Extrtaktes verpackt werden. 

[0024] Somtt ermoglicht die Verwendung eines der Expandvektoren !, II, Oder III die Klonierung von Fragmenten in 
einer Gro3enordnung zwischen 7 und 36 kb. Dadurch kdnnen DNA- Fragmente einer bestimmten GroBenklasse klo- 
niert werden, die bisher einersetts zu grofB fur eine Klonierung In herkCmmliche Plasmide und andererseits aber zu 
klein fur eine Klonierung mit Hilfe von Cosmiden waren. 

Kurze Beschreibung der Abblldunqen 

[0025] 

Abbildung 1 : Klonierungskassette, die in die Expand Vektoren inseriert wurde. Zu klonierende Fragmente werden 
in die singulare Smal Schnittstelle inseriert {SEQ. ID. No. 1). 

Expand Vektor I, 32,6 kb, zur Klonierung von Fragmenten zwischen 7,0 und 16,5 kb 
Expand Vektor II, 23,5 kb, zur Klonierung von Fragmenten zwischen 16,5 und 25,0 kb 
Expand Vektor ill, 15;2 kb, zur Klonierung von Fragmenten zwischen 25,0 und 36,0 kb 
Abbildung 2-4: Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Koordinaten der Expand-Vektoren, kursiv gedruckte Zahlen 
entsprechen den Koordinaten des Lambda-Genoms, alle weiteren Zahlen entsprechen den Koordi- 
naten des pHC79 Cosmids. 

20 [0026] Folgende Beispiele eriautern die Erfindung weiter: 

Beipiei 1: Klonierung eines 23.3 Kb PCR-Fragments: 

[0027] Aus menschlicher genomischer DNA wurde durch spezifische Primer ein 23,3 Kb gro3es PCR-Fragment aus 
25 dem p-Globin Gen-Bereich amplifiziert. Hierzu wurde ein kommerizieli erh^ltlicher Kit (Expand^" 20 Kb^'^^ PGR System 
Boehringer Mannheim, Katalog Nr. 1681 834) verwendet. Dieser Kit enthait ein spezielles Enzymgemisch aus Taq DNA 
Polymerase, Pwo DNA Polymerase und einem weiteren hitzestabilen Enzym. 
[0028] Die fur die PGR venwendeten Primer haben folgende Sequenzen: 

30 Forward Primer: 5'CACAAGGGGTACTGGTTGGCGATT3' (SEQ. ID. NO. 2) 

Reverse Primer: 5"AGGTTCCGAACGTGATGGGGTT3' (SEQ. ID. NO. 3) 

PCR-Bedingungen : 250 ng human genomic DNA 

400 nmol Primer (Forward; Reverse) 
35 0,5 mmol dNTPs 

10 ^il 5x Expand'" 20 KbP'^^ Puffer 
0,75 iai Expand'"" 20 KbP'""^ Enzymmix 
auf 50 (J mit bidest. Wasser aufgefullt. 

40 Zyklusbedingungen: 2 min. bei 92°C 10 Zyklen mit: 10 sec. bei 92''C 

30 sec. bei 62°C 

18 min. bei 68^G 
20 Zyklen mit: 10 sec. bei 92°G 

30 sec. bei 62°C 
45 18 min. bei 68°C; 

+ Zyklusverlangerung von 20 sec. fur jeden Zyklus 7 min. bei 68°C 

[0029] Die PCR-Fragmente wurden nach der Amplifiation gelelektrophoretisch analysiert und anschlieBend mit dem 
High Pure PGR Template Preparation Kit (Boehringer Mannheim Katalog No. 1796828) aufgereinigt. Anschlief3end 

50 wurden die PGR-Fragmente durch eine Polishingreaktion (Erzeugung glatter Enden) und eine Phosphoryiierungsreak- 
tion (Anfugung von 5'Phosphaten, da unphosphoryiierte Primer verwendet wurden) modifiziert: Fur die Modifizierungs- 
reaktion wurde 1 ^g gereinigtes 23.3 Kb PGR-Fragment (entsprechend der Ausbeute einer 50 |jl PGR-Reaktion) 
eingesetzt. Die Polishing- und Phosphorylierungsreaktion erfolgte in einer "one tube" Reaktion wie folgt: Zum PCR- 
Fragment werden 8 ^il 5 x T4 DNA Polymerase Puffer +dNTP, 4 )al 10 x Phosphorylierungspuffer +ATP, 1 U T4 DNA 

55 Polymerase (Boehringer Mannheim Katalog Nol 004785) und 10 U T4 Polynukleotid Kinase (Boehringer Mannheim 
Katalog No 174645) zugegeben. Der Reaktionsansatz wird mit bidestilltertem Wasser auf 40 |.il aufgefullt und anschlie- 
Bend bei 37''G fur 20 min. inkubiert. Die modifizierten PGR-Fragmente werden nach der Reaktion mit dem High Pure 
PGR Template Preparation Kit (Boehringer Mannheim Katalog No 1796828) gereinigt. 
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[0030] Der Expand Vektor If wurde mit Smal lineansiert und anschlief3end mit aikalischer Phosphatase dephosphory- 
liert. Fur die Ligation mit 100 ng des Expand Vektors II wurden 200 ng linearisiertes 23,3 kb Expand PGR Fragment 
etngesetzt (zwetfacher molarer UberschuG). Nach Zugabe von 10 ul 2 x Ligationspuffer^'^^ und 5 U T4 DNA Ligase 
(Boehringer Mannheim Katalog No 799009) wurde auf 20 ^1 mit bidest. Wasser aufgefullt und fur 30 min. bei Raumtem- 
peratur (22^C) sowie fur mindestens 5 mm, bei - 70=C inkubiert. Diese Einfrierreaktion bet - 70°C fuhrt im Vergleich zu 
nicht eingefrorener Ligationsreaktton zu einer Erhohung der Anzahl an Bakterienkoionien um das 2 - 4fache. 
[0031] Fur die anschliefBerde Verpackungsreaktion mit dem DNA Packaging Kit wurden 5 \i\ des Ligationsansatzes 
zu 25 u! DNA Packaging Extrakt (single tube System, Boehringer Mannheim, Katalog No 1758772) gegeben und fur 2 
Std. bei Raumtemperatur (22"C) inkubiert Die Verpackungsreaktion wurde durch Zugabe von 50 ii\ SM-Puffer (50 
mmol Tris/HCL, pH 7,5/22°C; 10 mMo! MgS04: 100 mM NaCI; 0,01 % Gelatine) sowie 20 ul Chloroform abgestoppt. 
[0032] Fur die Infektion der Bakterienzellen mit dem Phagenuberstand wurde erne E. coli-Magnesiumkuttur in 10 mM 
Magnesiumsulfat hergestellt (Hohn. T. Gene 11, 291-298, 1980). Hierzu wurde der Stamm E. coli DH5 a bis zu einer 
OD500 von 1 ,0 - in LB-Medium mit Zusatz von Maltose und Magnesiumsulfat (0.2% Maltose; 1 0mM MgS04) angezuch- 
tet. Nach Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in einem entsprechendem Volumen an 10 mM MgS04 resuspen- 
diert, sodaB eine OD500 von 1,0 erhalten wurde. 50 ^1 dieser E. coii Magnesiumkultur wurden mit 25ui 
Phagenuberstand (2 Volumen Magnesiumkattur, 1 Volumen Phagenuberstand) fur 30 min. bei Raumtemperatur (22°C) 
inkubiert. Prinzipiell ist es jedoch auch moglich, bis zu 500 pi der Magnesiumkultur mit bis zu 250 \a\ Phagenuberstand 
zu inkubieren, solange das Volumenverhaitnis 2:1 betragt. Nach Zugabe von 100 - 1000 LB-Medium und einer Inku- 
bation von 60 min. bei 37°C wurden die infizierten Bakterienzellen auf LB-Planen mit Ampicillin (100 ug/ml) ausplattiert 
und uber Nacht bei 37°C inkubiert. 

[0033] Bei diesem Experiment wurden auf einer Agarplatte 132 Bakterienkoionien erhalten. Die erhaltenen Klone 
wurden in LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Die Cosmid-DNA wurde nach Stan- 
dardmethoden isoliert (Maniatis et. al. Molecular Cloning. A Laboratoy Manual, Cold Spring Harbour. Laboratory Press. 
Cold Spring Harbour, NY, 1982) und durch Restriktionsspaltung mit Not 1/Bln I analysiert. Von 50 durch Spaltung mit 
Restriktionsenzymen analysierten Klonen waren 46 positiv (92%), d. h. diese enthielten das zu Wonierende PCR-Frag- 
ment (23,3 Kb) mit korrekter GrdBe und zu erwartendem Restriktionsmuster. 

Beispiel 2: Klonierung eines DNA Fragments mit uberhangenden Enden: 

[0034] Ein durch Spaltung mit Eco Rl erzeugtes 8576 Basenpaar langes Fragment aus dem Phagen SPP I wurde 
nach Auftrennung durch Agarosegelelektrophorese und Isolierung aus dem Gel (Konzentration:500 ng in 20 i^i) durch 
Zugabe von 8 |jl 5 x T4 DNA Polymerase Puffer und 1 U T4 DNA Polymerase in einem Endvolumen von 40 yil (Auffulten 
mit bidest. Wasser) durch Inkubation bei 37°C fur 20 min. gepolisht (Erzeugung von glatten Enden). Das DNA Fragment 
wurde anschlief3end mit High Pure PCR Template Preparation Kit (Boehringer Mannheim) gereinigt und anschlie3end 
in den mit Sma! linearisierten und mit aikalischer Phosphatase dephosphorylierten Expand Vektor 1 (zweifach molarem 
UberschuR an Insert gegenuber Vektor) hgiert. Analog zu Beispiel 1 wurden 5 ^\ (ein Viertel) der Ligationsreaktion zu 
25 ]a\ DNA Packaging Extrakt (Single Tube System, Boehringer Mannheim Katalog No 1758 772) gegeben und nach 
Inkubation bei Raumtemperatur (22°C) fur 2 Std. sowie Inkubation mit einer Magnesiumkultur des Stammes E. coli 
DH5a auf LB Platten mit Ampicillin (150 ^g/ml) ausplattiert und uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen Klone 
(230) wurden in 10 ml LB Medium mit Ampicillin (150 pg/ml) uber Nacht bei 37°C gezuchtet. Die Cosmid-DNA wurde 
nach Standardmethoden isoliert (Maniatis et. al. 1982) und durch Restriktionsspaltung mit Not I und Not l/Eco Rl ana- 
lysiert. Von 30 untersuchten Klonen enthielten 27 das Insert (90%)) mit korrekter GrORe und zu erwartendem Restrik- 
tionsmuster. 

[0035] Die in beiden Beispielen erzielte hohe Klonierungsfrequenz von 90% bzw 92% beweist, da5 die erfindungs- 
gemaBen Expandvektoren zur Klonierung besonders gro3er Fragmente geeignet sind. da Rekombinationsereignisse 
mit der vergleichsweise gro3en Vektor-DNA sowie Deletionsereignisse in den klonierten inserts Oder den Vektoren 
offensichtlich nicht Oder nur sehr selten auftreten. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



5 (1) P^LLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandho f e r s t r . 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217591456 

(H) TELEFAX: 0 6217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Verfahren und Kit zur Klonierung 
von Fragment en 

(lii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

20 ;iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC- DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



25 



30 



35 



45 



(2) ANGABEN 2U SEQ I D NO : 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 129 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CAGGAAACAG CTATGACTAA TACGACTCAC TATAGGGAGA GCGGCCGCAT TTAAATGGCC 

60 

ATATAGGCCC CCGGGACTAG TGCGGCCGCG TATTCTATAG TGTCACCTAA ATACTGGCCG 

120 

TCGTTTTAC 

129 



50 



55 



^*SOOCID; <EP 091 9e23A2J_> 
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35 



40 



'2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 2: 

: i ) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Ba^s^npaSiZe: 
^3) ART: Nucleorici 
^C) STRANGFORM: Einze i Strang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES M0LEKDL3 : Genom-DNA 

(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

CACAAGGGCT ACTGGTTGCC GATT 

24 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

tC) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3; 

AGCTTCCCAA CGTGATCGCC TT 

22 



Patentanspruche 

1 . Cosmidvektor. dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor mindestens 1 5 kb und maximat 35 kb groB ist 

2. Cosmidvektor gemSB Auspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB ein Teil des Vektors identisch mit der vollstandi- 
gen Sequenz von pHC 79 ist 

3. Cosmidvektor gemaB Anspruch 1-2. dadurch gekennzeichnet. daB er als Abstandshalter ein DNA Fragment nicht- 
eukaryotischen Ursprungs enthait 

4. Cosmidvektor gemaB Anspruch 1 -3, dadurch gekennzeichnet, daB er auBer den COS Sequenzen ein zusatzliches 
DNA Fragment aus dem Genom des Bakteriophagen Lambda enthait 

5. Cosmidvektor gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 

daB das zusatztiche DNA Fragment ausgewahit wird aus einer Gruppe von Fragmenten bestehend aus dem 8,5 kb 
groBem BamHI/Bcll Fragment, dem 16,8 kb groBem BamHI Fragment und dem 25.9 kb groBen Bbrl/BspLull 
Fragment des Bakteriophagen Lambda c!857Sam7 

6. Escherichia coli Wirtszelle. enthaltend ein Cosmid gemaB Anspruch 1-5 

7. Verwendung von Cosmidvektoren gemaB Anspruch 1 -5 zur Klonierung von DNA Fragmenten mit einer GroBe zwi- 
schen 5 kb und 40 kb 
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8. Verwendung von Cosmidvektoren gema3 Anspruch 7 zur Klonierung von DNA Fragmenten mit einer GroRe zwi- 
schen 7 kb und 36 kb 

9. Ven^endung von Cosmidvektoren gema3 Anspruch 7 zur Klonierung von DNA Fragmenten mit einer GroRe aus- 
gewdhlt aus e.ner Gruppe von Bereichen bestehend aus den intervallen 7 kb - 16,5 kb, 16,5 kb - 25 kb, und 25 kb 

10. Verwendung von Cosmidvektoren gema3 Anspruch 7-9. wobei die zu klonierenden DNA Fragmente PCR-Amplifi- 
kationsprodukte darstellen ^\npwi 

11. Verfahren zur Klonierung von DNA Fragmenten mit einer Gro3e zwischen 5 kb und 40 kb. wobei Cosmidvektoren 
gema3 Anspruch 1 -5 verwendet werden 

12. Verfahren gemSfS Anspruch 1 1 , 

Ilf7''k^''C/^ri « ^ 1' t"/!^'''^'' ausgewshit aus einer Gruppe von Bereichen bestehendaus den Interval- 
len 7 kb - 16.5 kb. 16.5 kb - 25 kb, und 25 kb - 36 kb Woniert werden 

13. Verfahren gemaB Anspruch 11-12, dadurch gekennzeichnet, 
daB PGR Fragmente kloniert werden 

zeichnet," ^'"^^ Escherichia coli Suspension in 5-20 mM MgSO.-LOsung. dadurch gekenn- 

daB die Suspension von einer Temperatur, die niedriger als 30°C, aber hoher als 4°C ist, uber einen Zeitraum von 
mindestens 30 Minuten auf -70<'C abgekuhit wird zeitraum von 

Rp^toJ^"'^ Population von Bakterien, die gemSB Anspruch 14 behandelt wurde, als Wirtsorganismen zur 
Replikation von in vitro verpackter Cosmid-DNA 'lameri zur 

16. Kit. enthaltend mindestens einen Vektor gemarB Anspruch 1-5 

17. KitgemaB Anspruch 16, zusatzlich enthaltend Lambda DNA packaging Extrakt 

18. Kit gema3 Anspruch 17, zus^ziich enthaltend eine Suspension von DH5alpha in MgSO4-L0sung 



0919e23Aaj_> 
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(54) Verfahren und Kit zur Klonierung von Fragmenten 

(57) Gegenstand der Erfindung sind drei Cosmid- 
vektoren, welche zur Klonierung von Fragmenten mit 
einer GrofBe zwischen 7 und 36 kb geeignet sind. Diese 
Vektoren besitzen ein E.coli ColEI Replikon. ein Ampi- 
cillinresistenzgen. eine multiple Klonierungskassette, 
Cos-Sites zur in vitro Verpackung mit Hilfe von Lambda 
Packaging Extkakten sowie Fragmente aus dem 
Genom des Bakteriophagen Lambda. Die Lambda 
Sequenzen wurden so ausgewShlt, da3 keine lytischen 
Prozesse, keine Vektorinstabilitaten (Deletionen) und 
keine unerwunschten Rekombinationsereignisse zwi- 
schen Lambda DNA und zu dem zu klonierendem Frag- 
ment auftreten. Abhangig von der LSnge des in den 
jeweiligen Vektor inserierten Lambda Fragments kon- 
nen heterologe Fragmente unterschledlicher Lange klo- 
niert werden. 
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Gruppen von Erfindungen, namlich: 



Siehe Erganzungsbl att B 



[X~l Alle welteren Recherchengebuhren wurden innerhatb der gesetzten Frist entrichtet. Der vorliegende 
I — I europaische Recherchenbericht wurde fur alle Patentanspruche ersiellt. 
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Erfindungen beziehen, fur die Recherchengebuhren entrichtet worden sind, namlich Patentanspruche* 
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ERGANZUNGSBLATT B 

Nach Auffassung der Recherchenabteilung entspricht die vorliegende eurooaische PatentanmeWung nicht den 1 
Antorderungen an die Einheitlichkeit der Erfindung und enthait mehrere Etiindungen Oder Gruppen von i 
Ertindurigen. nannltch: 

1. Anspruche: 1-13, 16-18 

Herstellung von Cosmi d-Vektoren und deren Verwendung zur 
Klonierung von DNA-Fragmenten . 



2. Anspruche: 14^15 



Verfahren zur Konservi erung von Escherichia coli Bakterien 
und Verwendung dieser als Wi rtsorgani smen . 
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